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Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet biologischer 
Tes tmethoden . 

Die Apoptose oder der programmierte Zelltod 
("programmed cell death", PCD) ist ein genetisch 
gesteuerter zellularer Selbstmordmechanismus zur 
selektiven Aussonderung unerwiinschter Zellen (1-4) . 
PCD ist in einer Vielzahl biologischer Prozesse, 
einschliefilich der Embryonal- und der Neural- 
Entwicklung, der Regulierung des Immunsystems, der 
Organogeneses der Gewebshomoostase und der Verhinderung 
von Erkrankungen wie Tumorwachstum und Virusinf ektion, 
ein unbedingt erf orderlicher Prozeft. Apoptose ist 
gekennzeichnet durch Blasenbildung der Plasmamembran, 
Schrumpfen der Zellen, Kondensation des Kerns,, 
endonukleolytische Spaltung von genomischer DNA in 
Fragmente internukleosomaler Lange sowie Ausbildung.. 
apoptotischer Korper. 

Die zur Zeit verfiigbaren Methoden zur Untersuchung der 
Apoptose beruhen auf der Beurteilung morphologischer 
Veranderungen auf zellularer Ebene mittels Licht-, 
Elektronen- oder Zeitraf f er-Mikroskopie in Verbindung 
mit Fluoreszenz-Vitalf arbstof f en, der Verwendung von 
Annexin V, mittels dem der Verlust der 
Membranphospholipid-Assymetrie wahrend der Apoptose 
verfolgt werden kann (7), oder bestehen in Assays zum 
Nachweis der DNA-Fragmentierung mittels 
Gelelektrophorese (8) oder mittels in situ Markierung 
von DNA-Strangbruchen ( „nick-end-Markierung M ) ( TUNEL) 
(9) . 

Urn die Wirkung von Genen, die eine Rolle bei der 
Apoptose spielen, mittels transienter Transf ektions- 
Analysen zu untersuchen, sind jedoch die meisten dieser 



Methoden entweder ungeeignet oder, im Fall der TUNEL- 
Methode, zu teuer und zu aufwendig. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
ein neues Verfahren zur Messung der Apoptose 
bereitzustellen, das die Nachteile der bekannten 
Methoden beseitigt. 

Diese Aufgabe wurde durch ein Verfahren fur die Messung 
der. Apoptose gelost, welches dadurch gekennzeichnet 
ist, 

A) daft man eine Population von Saugetierzellen 
transient transf iziert . 

ai) mit. einem Plasmid, enthaltend eine interessierende 
DNA-Sequenz, von der bestimmt werden soli, ob sie 
bzw. das davon exprimierte Polypeptid eine pro- 
oder anti-apoptotische Wirkung hat, 

aii) oder mit einem Plasmid, enthaltend eine 

interessierende DNA-Sequenz, von der bestimmt 
werden soli, ob bzw. durch welche Substanzen ihre 
pro- oder anti-apoptotische Wirkung bzw. die 
Wirkung des davon exprimierten Polypeptids 
modulierbar ist, 

b) und mit einem Plasmid, enthaltend eine fur ein 
f luoreszierendes Markerprotein kodierende DNA, 

B) dali man die Zellen in einem geeigneten Nahrmedium, 
gegebenfalls in Gegenwart einer Testsubstanz, 
solange inkubiert, bis die interessierende DNA- 
Sequenz bzw. das exprimierte JPolypeptid seine 
potentielle Wirkung auf die Apoptose ausgeubt 
hat, 



C) daft man die Zellen erntet und fixiert, so daft das 
f luoreszierende Protein in den Zellen verbleibt, 
wahrend die bei der Apoptose entstehenden DNA- 
Fragmente aus den Zellen diffundieren konnen, 

D) daft >man mittels Messung des DNA-Gehalts den Anteil 
. . der apoptotischen Zellen bestimmt, 

E) dayman mittels Messung der Zellen mit 

f luoreszierendem Markerprotein den Anteil der 
transf izierten Zellen bestimmt, 

F) und daft man durch Vergleich der in Schritt D und E 
erhaltenen Werte den Anteil der apoptischen Zellen 
in der transf izierten Subpopulation der Zellen 
bestimmt. 

Unter die Bezeichnung „interessierende DNA-Sequenz" (im 
folgenden auch als „Apoptose-Testgen" bezeichnet) 
fallen samtliche DNA-Sequenzen, die als solche oder 
deren translatierte Produkte direkt oder indirekt 
Apoptose beeinf lussen. Beispiele fur Apoptose 
stimulierende Gene sind p53, bax, E1A, Beispiele fur 
Apoptose hemmende Gene sind bcl-2, bcl-x, E1B 19K, zur 
letzteren Gruppe zahlen auch die sag. 
Oberlebensf aktoren wie Insulin-ahnliche 
Wachstumsf aktoren (IGFs) . Derartige Apoptosegene und 
ihre Wirkung wurden in Obersichtsartikeln beschrieben 
(z. B. 4, 23, 24) . 

Bei dem Apoptose-Testgen kann es sich um bekannte oder 
unbekannte Gene oder Fragmente davon handeln. Unter 
Beeinf lussung der Apoptose werden sowohl Induktion und 
Verstarkung als auch Blockierung und Abschwachung der 
Apoptose verstanden . 



Die erf indungsgemalie Methode erlaubt eine grofie 
Variabilitat, z.B. hinsichtlich der fur die Bestimmung 
der transf izerten Zellen bzw. fur die Apoptose 
verwendeten Marker, hinsichtlich der Plasmide und der 
fur die Transfektion der Zellen eingesetzten 
Transf ektions-Methode. 

Die erf indungsgemafie Methode weist als eines ihrer 
wesentlichen Elemente ein f luoreszierendes 
Markerprotein auf, das als Nachweis fur die transiente 
Transfektion der Zellen dient. 

Bevorzugt ist als Markerprotein das Green Fluorescent 
Protein (GFP) . GFP-Mutanten, die im Hinblick auf die 
FACS -Analyse^ opt imiert und fur die Anwendung . im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung geeignet sind, sind 
literaturbekannt . Ein Beispiel fur eine geeignete 
GFP-Mutante wurde in (10.) beschrieben ("enhanced Green 
Fluorescent Protein", eGFP) ; es konnen jedoch im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung auch andere Mutanten 
verwendet werden, die die Bedingung erfiillen, dali sie 
den Zellmetabolismus nicht beeinf lussen, dali sie 
intrazellular lokalisiert bleiben und dali sie ein 
meflbares Fluoreszenzsignal liefern, insbesondere daB 
sie mittels derzeit gangiger f luoreszenzaktivierter 
Durchf lufizytometrie-Methoden (Fluorescent Activated Cell 
Sorting (FACS)) mefibar sind. 

Aul3er dem Green Fluorescent Protein (GFP) konnen auch 
andere f luoreszierende Markerproteine verwendet werden. 
Beispiele dafur sind Blue Fluorescent Protein (BFP) 
(26) und Yellow Fluorescent Protein (YFP) (25) . 
Wesentlich fur die Eignung eines Markerproteins fur die 
Verwendung in der erf indungsgemaflen Methode sind die 
oben fur GFP-Mutanten angefuhrten Eigenschaf ten. 



Potentielle Markerproteine sowie Art und Menge der im 
Assay einzusetzenden dafiir kodierenden Plasmide sowie 
die am besten geeignete Transf ektionsmethode konnen 
z.B. wie folgt getestet werden: die far die 
Markerproteine kodierenden Plasmide werden transient in 
Saugerzellen transf iziert, zweckmafiig in dieselben 
Zellen und unter denselben Bedingungen, mit denen die 
erfindungsgemalie Methode durchgeftthrt werden soil. Die 
Eignung der tranf izierten Markerproteine wird durch 
Melireihen ermittelt, in denen Transf ektionsef f izienz 
und die Effizienz der reproduzierbaren Melibarkeit durch 
FACS-Analyse bestimmt werden. 

Als Marker fur die Apoptose dient ein DNA-bindender 
Farbstoff, z.B. Propidiumjodid (PI), der in der 
apoptotischen Subpopulation eine Verringerung der 
Fluoreszenz herbeifuhrt (14-17) . Diese 
Nachweisweismethode beruht auf dem Prinzip, daB die 
* genomische DNA in Zellen wahrend der Apoptose 
endonukleolytisch abgebaut wird. Die kleinen DNA- 
Fragmente diffundieren aus der Zelle; die Verringerung 
des DNA-Gehalts auf weniger als den doppelten 
Chromosomensatz ("sub-2N") ist ein Kennzeichen 
apoptotischer Zellen. 

Die verringerte Fluoreszenz von PI in Zellen, die 
Apoptose durchmachen, resultiert im Erscheinen eines 
charakteristischen Fluoreszenzpeaks („sub-2N-Peak") im 
Bereich der Go/Gi-Region des Zellzyklus. 

Statt Propidium-Jodid konnen auch andere DNA-bindende 
Farbstoffe verwendet werden. Vertreter geeigneter 
Farbstoff e dieses Typs sind kommerziell erhaltlich, 
z.B. DAPI (4' , 6' -Diamidino-2-phenylindol) , 
Acridinorange, Ethidiumbromid. Der am besten geeignete 




Farbstoff kann ermittelt werden, indem Zellen zur 
Apoptose angeregt werden und anschliefiend mittels FACS- 
oder mikroskopischer Analyse ermittelt wird, ob 
Apoptose mit dem Farbstof f-Kandidaten reproduzierbar 
gemessen werden kann. 

Einer der Vorteile der erf indungsgemaBen Methode 
besteht darin, daii die . Messung :der Fluoreszenz des 
Markerproteins und des DNA-Gehalts gleichzeitig 
erfolgen kann, .vorzugsweise mittels FACS-Analyse . 
Geeignete Gerate sind im Handel erhaltlich. 

Die Erfindung ist auf samtliche Saugerzellen anwendbar, 
die kultivierbar sind. Fur den Fachmann ist es Routine, 
die handelsiiblichen FACS-Gerate auf unterschiedliche 
Zelltypen einzustellen. 

Fur die Transfektion der Zellen mit Markergen 
einerseits und interessierendem Gen andererseits sind 
samtliche Vektoren geeignet, die in Saugerzellen 
effizient und reproduzierbar Expression herbeif uhren. 
Beispiele fur die zahlreich zur Verfugung stehenden, 
auch kommerziell erhaltlichen Vektoren, enthalten 
regulatorische Sequenzen mit der Fahigkeit, in einer 
Vielzahl von Saugerzellen hohe Expressionsraten zu 
erzielen. Beispiele sind Vektoren, die den 
CMV- (Cytomegalievirus) , den SV4 0- (Simianvirus) , 
MSV (Moloney Sarcoma Virus ) -Promotor oder andere 
starke, zelltypunspezif ische Promotoren enthalten. 

Als Trager fur Markergen und interessierendes Gen 
konnen identische oder verschiedene Vektoren verwendet 
werden; es kann in Abhangigkeit vom Zelltyp vorteilhaft 
sein, Vektoren mit unterschiedlichen Promotoren zu 
verwenden, urn eine Konkurrenz der Promotoren bei der 
Transkription zu vermeiden. 



Beziiglich der Transf ektions-Methoden ist die Erfindung 
keinen Beschrankungen unterworfen; es konnen 
prinzipiell samtliche fur die transiente Transfektion 
von Saugetierzellen bekannten Methoden verwendet 
werden, z.B. Calciumphosphat , kommerziell erhaltliche 
. kationische Lipide wie Lipof ectamin oder Transf ect am, 
-Methoden auf. der Grundlage der rezeptorvermittelten, 
Adenovirus-untersttitzten Endozytose, wie z.B. in der 
WO 93/0783 beschrieben, z.B. mittels Polyethylenimin 
und Psoralen/UV inaktiviertem Adenovirus, wie auch 
in (21) beschrieben. Die Transf ektionsmethode kann 
mittels Reihenversuchen, in denen hinsichtlich 
Transf ektionsbedingungen, Zelltyp, Nahrmedium etc. 
variiert wird, optimiert werden, indem mit einem 
fluoreszierenden Markerprotein transfiziert und die 
Expression des Proteins mittels FACS-Analyse bestimmt 
wird. . Die fur das Markerprotein optimierten Bedingungen 
werden fur die Co-Transf ektion mit dem interessierenden 
Gen verwendet. 

Im Anschlufi an die Transfektion werden die Zellen in 
einem geeigneten Nahrmedium, das an den jeweiligen 
Zelltyp angepalit wird, inkubiert. Gegebenenf alls werden 
die Zellen zur Apoptose stimuliert, insbesondere wenn 
das Apoptose-Testgen auf eine Hemmung der Apoptose 
untersucht werden soil. Geeignete Apoptose Stimuli sind 
literaturbekannt und im Handel erhaltlich, Beispiele 
dafur sind Staurosporin, Daunomycin, Etoposid. Die 
Inkubationsbedingungen sowie die Zweckmaftigkeit eines 
Apoptose-Stimulans werden in Vorversuchen ermittelt. 
Wesentlich fur die Inkubation, insbesondere fur deren 
Dauer ist, dafi Apoptose in einem Ausmafi stattgef unden 
hat, welches ermoglicht, dafi eine Anderung 
mefitechnisch, z.B. mittels FACS-Analyse, erfafit werden 
kann. 



Wesentlich fur die Durchfuhrung des erf indungsgemafien 
Verfahrens ist der anschliefiend an die Inkubation 
vorgenommene Fixierungsschritt . 

Wesentliche Anforderung an die Fixierung ist, dafi die 
• Bedingungen so gewahlt werden, dali die . bei der Apoptose 
entstehenden, kleinen subgenomischen DNA- 
Fragmente (internukleosomale Fragmente, d.h. solche mit 
einer Grofle von ca. 200 bp und einem Vielfachen davon) 
aus den apoptotischen Zellen diffundieren konnen, 
gleichzeitig aber das f luoreszierende Markerprotein in 
der Zelle verbleibt . Bei den bisher verftigbaren 
Methoden war die Kombination dieser Messungen nicht 
moglich, weil die Anf orderungen an die Fixierung im 
Hinblick auf Messung des f luoreszierenden 
Markerproteins einerseits und Messung des DNA-Inhalts 
der Zellen andererseits diametral entgegengesetzt waren 
und daher unvereinbar schienen. Die vorliegende 
Erfindung ermoglicht es erstmals, mit Hilfe eines 
geeigneten Fixierungsschritts beide Messungen in 
derselben Zellpopulation durchzufuhren. 

Urn die geeigneten Fixierbedingungen zu ermitteln, wird 
zweckmaftig wie folgt vorgegangen: Zunachst werden die 
einerseits fur die Messung der Fluoreszenz des 
Markerproteins (starke Fixierung) und andererseits die 
fur die Messung des DNA-Gehaltes der Zellen (moglichst 
schwache Fixierung) optimalen Fixierbedingungen 
unabhangig voneinander ermittelt . Ausgehend von den 
Bedingungen, mit denen die maximalen Mefiwerte erhalten 
werden, werden die Fixierungsbedingungen hinsichtlich 
der Reagentien (Fixierungsreagens, Salze, Puffer), 
deren Konzentration sowie der Fixierungszeit so 
verandert, da/3 bei gleichzeitiger Vornahme beider 



MefivorgSnge die Effizienz moglichst wenig 
beeintrachtigt wird. 

Bevorzugt wird die Primarf ixierung mit Paraf ormaldehyd 
und die anschlieilende Behandlung 

( Sekundarf ixierung/Perrneabilisierung) mit Ethanol 
durchgef iihrt; diese Behandlung hat sich im Rahmen der 
durchgef uhrten Versuche als am besten geeignet 
erwiesen. Die Vorfixierung mittels 1 bis 4 % (w/v) , 
insbesondere 2 % Paraf ormaldehyd findet in einer 
isotonischen, gepufferten Salzlosung statt. Geeignet 
sind z.B. Standardlosungen wie 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 
300 mM Saccharose sowie handelsiibliche physiologisch 
vertragliche Puffer . 

..Statt Paraf ormaldehyd konnen auch andere Reagenzien, 
wie sie ublicherweise, z.B. in der Immunhistochemie, 
eingesetzt werden verwendet werden. Beispiele fur 
gangige . Fixiermittel, die einschlagigen Handbiichern 
(27) entnommen werden konnen, sind Formaldehyd oder 
Chlorof orm/Aceton . 

Statt Ethanol, das sich unter den in den durchgef uhrten 
Versuchen gewahlten Bedingungen dur die 
Sekundarf ixierung im Anschluli an die Primarf ixierung 
mit Paraf ormaldehyd als besonders geeignet erwiesen 
hat, konnen grundsatzlich andere Reagentien, die eine 
schwache Permeabilisierung der Zellmembran ermoglichen, 
verwendet werden, wie z.B. Detergentien . 

Die transiente Expression von Genen, die Apoptose 
modulieren, zum Beispiel Bcl-Familienmitglieder oder 
Komponenten der Oberlebensf aktor-Signaltransduktion, 
und die anschlieliende quantitative Analyse der Apoptose 
mittels der erf indungsgemafien Methode erlauben es, 
chemische Verbindungen darauf zu testen, ob sie in der 



Lage sind, spezifisch die Funktion der Apoptose- 
modulierenden Gene zu beeinf lussen. 

Die erf indungsgemafle Methode kann durch entsprechende 
apparative Anpassungen, z.B. der Probenpraparation und 
der FACS-Analyse, automatisiert werden, was sie fur 
Messungen im groilen Mallstab, z.B. in High Throughput 
Screening-Methoden, geeignet macht. 

Die Methode in dieser Form findet Anwendung bei; der 
Identif izierung pharmazeutisch wirksamer Substanzen, 
die Apoptose in Abhangigkeit der Expression bestimmter 
Gene (Apoptose-Testgene) modulieren konnen. Dabei wird 
das Gen, dessen Wirkung auf Apoptose durch die 
Testsubstanz moduliert werden soil, transient in 
Testzellen transfiziert und die Testzellen mit einer 
Testsubstanz aus einem Vorrat von Substanzen inkubiert 
Die modulierende Wirkung einer Testsubstanz auf die 
Aktivitat des Testgens wird direkt mefltechnisch erfaflt 

Derartige Methoden konnen fur folgende Screening- 
Anwendungen eingesetzt werden: 

a) Suche nach Inhibitoren von Oberlebensf aktoren und 
ihrer Signaltransduktion, sowie Inhibitoren von anti- 
apoptotischen Genprodukten in Tumorzellen; b) Suche 
nach Chemikalien, die in Tumorzellen synergistisch mit 
Chemotherapie bestimmte Oberlebensf aktoren und ihre 
Signaltransduktion inhibieren; c) Suche nach 
Chemotherapeutika, die mit der Inhibierung von 
Oberlebensf aktoren synergistisch wirken. 

In einer Ausf uhrungsf orm wird die erf indungsgemafte 
Methode. in einem Screeningverf ahren verwendet, urn die 
Wirkung von tumorzelleigenen Oberlebensf aktoren 
(Rezeptorliganden wie IGF-I, IGF-II, FGFs (Fibroblast 
Growth Factors), PDGFs (Platelet Derived Growth 



Factors) auf die Apoptose zu untersuchen, wie sie durch 
die Aktivierung der entsprechenden Rezeptoren durch 
diese Faktoren und die darauf f olgende Signalkaskade 
vermittelt wird. Das Assayverf ahren kann in einem 
Screening eingesetzt werden, um die Wirkung 
natiirlicher, bekannter oder gegebenenf alls noch zu 
identif izierender Oberlebensf aktoren im Hinblick auf 
eine Tumortherapie, im Zuge derer die Apoptose von 
Tumor zellen verstarkt werden soil, zu modulieren. Ziel 
eines solchen Verfahrens ist es vor allem, Substanzen 
zu identif izieren, die beziiglich der Apoptose 
synergistisch mit der Inhibierung von tumorspezif ischen 
Oberlebensf aktoren wirken. 

Um derartige Wirksynergismen zu ermitteln, kann wie 
folgt vorgegangen werden: 

Es werden, ausgehend von Tumorzellen, Testzellen 
hergestellt, in denen die Oberlebensf aktorf unktion 
inhibiert wird, indem in die Zellen DNAs, kodierend fur 
dominant-negative Versionen von Rezeptoren der 
Oberlebensf aktoren oder flir dominant-negative 
Signaliibertragungsmolekule solcher Rezeptoren 
eingefiihrt und exprimiert werden. Beispiele fur 
Rezeptoren sind der IGF-l-Rezeptor (29) , FGF-Rezeptoren 
(30), PDGF-Rezeptoren (31), Rezeptoren der 
EGF-Wachstumsf aktoren (32; EGF-Rezeptor , 
Her-2/neu/ErbB-2, ErbB-3, ErbB-4). Beispiele fur 
Signalubertragungsmolekiile sind Ras, Raf, 
Phosphoinositol (3) Kinase (=PI (3) -Kinase) , MAP-Kinasen, 
Proteinkinase TypB und TypC, Phospholipase C, ferner 
Adaptormolekule wie She, Grb-2 (33; 34; 35; 36; 37). 
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Geeignete Rezeptormutanten sind dadurch 
charakterisiert , dali die f unktionellen Domanen des 
Rezeptors derart modifiziert sind, dafi der Rezeptor 
zwar den Liganden bindet, aber diese Bindung nicht mehr 
in der Aktivierung der Signalkaskade resultiert. Im 
Fall des IGF-1R handelt es sich bei der Modif ikation urn 
das vollstandige Fehlen der Rezeptorkinasedomane oder 
urn eine Mutation der ATP-Bindungsstelle (28) . 
Signaliibertragungsmolekiile konnen verandert werden, 
indem die fiir die Obermittlung des Signals notwendige 
Domane, z.B, die katalytische Domane eines Enzyms oder 
die Proteinbindungstelle eines Adaptormolekuls, durch 
Mutation inaktiviert wird. 

Die fur den Einsatz in einem Screen vorgesehenen 
Mutanten werden in Vorversuchen auf ihre 
apoptoseinduzierende bzw. -verstarkende Wirkung in 
Testzellen (z,B. Fibroblastenzellinien, die durch 
Transfektion mit dem jeweiligen Wildtyp-Rezeptor 
f aktorabhangig gemacht wurden) nach gangigen Methoden 
in Serienversuchen optimiert, indem die Mutanten in die 
Testzellen transfiziert werden und das Ausmali der 
Apoptose der Testzellen mittels der erf indungsgemafien 
Methode gemessen wird. Die jeweiligen f unktionellen 
Domanen der Mutanten werden erf orderlichenf alls mittels 
gangigen molekularbiologischen Methoden weiter 
verandert, bis eine optimale Inhibierung des 
Wildtyprezeptors und seiner darauf f olgenden 
Signalubertragung und damit ein maximales Ausmali an 
Apoptpose der, Testzellen erreicht wird. 
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Im Screen werden die Testzellen mit bekannten 
Chemotherapeutika oder mit Substanzen aus einem Pool, 
die hinsichtlich ihrer potentiellen 

chemotherapeutischen Wirkung untersucht werden sollen, 
inkubiert und die Wirkung auf Apoptose mit der 
erf indungsgemalien Methode untersucht. Insbesondere ist 
es Ziel eines solchen Screens, eine. synergistische 
Wirkung zwischen der Inhibierung bzw. dem Fehlen der 
Oberlebensf aktorf unktion in Tumorzellen und bekannten 
Chemotherapeutika oder potentiell chemotherapeutisch 
wirksamen Substanzen zu ermitteln. 

Urn mit dem Screeningverf ahren Substanzen zu finden, die 
den Synergismus mit der Inhibierung der 
Oberlebensf aktorf unktion spezifisch fur bestimmte 
Tumorarten aufweisen, konnen in einem parallelen . 
Screening Testzellen, die von unterschiedlichen 
Tumorarten abgeleitet sind, unter ansonsten identischen 
experimentellen Bedingungen eingesetzt werden. 

Als Kontrollzellen fur die Spezifitat der 
synergistischen Wirkung zwischen dem Fehlen der 
Oberlebensf aktorf unktion und der Chemotherapie werden 
Zellen verwendet, denen naturlicherweise diejenige 
Oberlebensf aktorf unktion fehlt, deren Inhibierung im 
Assay ermittelt werden soil. 

Es ist jedoch grundsatzlich auch moglich, nach 
Sustanzen zu suchen, die die Wirkung von 
apoptoseinduzierenden oder -verstarkenden Molekulen 
erhohen . Beispiele dafiir sind Mitglieder der 
TNF-Rezeptorf amilie (TNF-Rezeptoren, Fas) und Molekule 
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ihrer Signaliibertragungswege (Caspasen) . Das 
Testprinzip ist identisch wie fur die apoptosehemmenden 
Oberlebensf aktoren, mit dem Unterschied, dafi Wildtyp- 
oder konstitutiv aktive Versionen dieser 
Apoptosemolekule in den Tumorzellen exprimiert werden. 

Schwerpunkt der Anwendung in Screeningverf ahren ist 
somit die. Suche nach Synergismen, die zu einer 
Verstarkung der . Tumor zellapoptose fuhren. Damit wird 
die Voraussetzung fur Therapieansatze geschaffen, in 
denen bei gleichzeitiger Inhibierung der 
Tumorzelluberlebensf unktion die Dosis von 
Chemotherapeutika signifikant reduziert werden kann, 
ohne den Therapieerf olg zu beeintr&chtigen. Die 
Herabsetzung der chemotherapeutischen Dosis bringt fur 
den Patienten entscheidende Vorteile, weil dadurch die 
toxischen Begleiterscheinungen der Chemotherapie stark 
vermindert werden konnen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde mit Hilfe 
der erf indungsgemaiien Methode untersucht, ob das durch 
den Oberlebensf aktor IGF-II vermittelte Signal, welches 
das Oberleben von p-Tumorzellen bewirkt, durch den 
IGF-Rezeptor iibermittelt wird. Zu diesem Zweck wurde 
eine dominant-negative Version des humanen IGF-1 
Rezeptors (dnIGF-lR) 7 die eine Aminosauresubstitution 
in der ATP-Bindungsstelle (28) aufweist, transient in 
Wildtyp-p-Tumorzellen mit einem das Green Fluorescence 
Protein tragenden Plasmid (eGFP) co-transf iziert . Die 
Zellen wurden daraufhin mit apoptotischen Stimuli 
und/oder Wachstumsf aktoren inkubiert, geerntet, fixiert 
und mit Propidiumjodid gefarbt/ um den DNA-Gehalt zu 



bestimmen. Mittels Facs Analyse wurden transf izierte, 
eGFP exprimierende einzelne Zellen nachgewiesen und in 
dieser Population die apoptotischen Zellen durch ihren 
DNA-Gehalt von weniger als 2 N identif iziert . Es zeigte 
sich, dali die Transf ektion mit Plasmiden, die fur den 
dnIGF-lR kodieren, einen dramatischen Anstieg der 
Apoptose sowohl in unbehandelten als auch in mit 
Daunomycin oder Etoposid behandelten Wildtyp- 
p-Tumorzellen zur Folge hat. Es wurde f estgestellt , dafi 
dnIGF-lR die Apoptose in p-Tumorzellen beinahe mit 
derselben Effizienz verstarkt wie das Adenovirus-EIA- 
Protein, eines der potentesten apoptoseinduzierenden 
Genprodukte uberhaupt. Somit konnte mit Hilfe der 
erf indungsgemalien Assaymethode gezeigt werden, dali 
Tumorzellen auf apoptotische Stimuli empf indlicher 
reagieren, wenn die IGF-IR-Signallibertragung 
unterbrochen ist und dali sie, ahnlich wie IGF-II- 
defiziente Tumorzellen, eine erhohte Empf indlichkeit 
gegeniiber Chemotherapeutika aufweisen. 

Ferner konnen mit der erf indungsgemalien Methode 
bekannte Gene daraufhin untersucht werden, ob"und in 
welchem Ausmali sie Apoptose in unterschiedlichen 
Zelltypen modulieren. 

Eine weitere Anwendung der erf indungsgemalien Methode 
ist die Expressionsklonierung von Genen, die Apoptose 
modulieren. Dafur wird eine komplette cDNA- 
Expressionsbibliothek transient in Zellen transf iziert . 
Die erf indungsgemafie Methode ist in der Lage, den 
EinfluJi von Genexpression innerhalb 24 bis 48 Stunden 
zu messen. Es ist daher moglich, Zellen zu analysieren 
und noch lebend zu isolieren. Fur diese Anwendung wird 
eine Modifikation der Methode vorgenommen, indem 
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Einzelzellen, die von einem zu bestimmencien 
Apoptosehintergrund abweichen, durch FACS-Sortierung 
isoliert werden. Die in diese Zellen transf izierten 
Plasmide werden isoliert, amplif iziert und in weiteren 
Transf ektionsrunden selektioniert . Plasmide, die ein 
Apoptose-modulierendes Gen enthalten, werden auf diese 
Weise isoliert. Die entsprechenden Gene werden dann 
durch Sequenzierung und weitere Expressions- und 
Funktionsstudien charakterisiert . 

Urn die erf indungsgemafte Methode zu validieren, wurden 
im Beispiel 1 zunachst etablierte Tumorzellinen 
verwendet, die einerseits mit einem GFP-Plasmid, und 
andererseits mit einem Plasmid, enthaltend eine 
pro-apoptotische oder eine anti-apoptotische 
Gensequenz, oder .einem Kontroll-Plasmid transfiziert 
wurden. Anschliefiend an die Transf ektion wurden die 
Zellen nach einer Ruhepause mit einem apoptotischen- 
Stimulus behandelt (Kontrollzellen blieben 
unbehandelt) . Anschliefiend wurden die abgelosten Zellen 
gesammelt und mit den trypsinierten adherenten Zellen 
vereinigt, gewaschen und fixiert. Nach dem 
anschliefienden Waschen wurden die Zellen geteilt, urn 
einen Vergleich der erf indungsgemaften Methode mit der 
herkommlichen TUNEL-Methode, die f luroeszierendes 
Cy5-dCTP ( 5-Amino-propargyl-2 ' -Deoxycyt idin 5 1 - 
Triphosphat gekoppelt an Cy5 Fluoreszenzf arbstof f ) 
verwendet, zu ermoglichen. 

Es zeigte sich, daft die erf indungsgemafie Methode 
verlafilich den erwarteten pro- oder anti-apoptotischen 
Effekt der Genprodukte nachweist und daft der Zusatz des 
apoptotischen Stimulus den beobachteten Effekt 
verstarkt. Wenngleich die Empf indlichkeit der 
erf indungsgemafien Methode unter den gewahlten 
Bedingungen etwas geringer war als die der TUNEL- 



Methode, war der normalisierte Apoptose-Wert, 
ausgedruckt als das Verhaltnis der mit dem 
pro-apoptotischen Gen erzielten maximalen Apotosewerte 
des jeweiligen Assays, nahezu identisch. Gegenuber der 
TUNEL-Methode weist die erf indungsgemalie Methode den 
Vorteil der Schnelligkeit, Einfachheit und Billigkeit 
auf. 

Die breite Anwendbarkeit sowie Verlalilichkeit der 
erf indungsgemafien Methode wurde durch Verwendung einer 
nicht-transformierten Ratten-Fibroblasten-Zellinie, die 
weniger auf apoptotische Stimuli reagiert als die 
etablierten Tumorzellinien, bestatigt. 

Die erf indungsgemalie Methode ermoglicht es, rasch, 
wirkungsvoll und reproduzierbar die potentielle Rolle 
eines Genprodukts in der. Apoptose f estzustellen . 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt einen 
Kit zur einfachen und routinemafiigen Durchfuhrung des 
Verf ahrens . 

Ein solcher Kit enthalt zweckmaftig in mehreren 
getrennten Behaltern folgende Komponenten: 

a) eine oder mehrere fur die Transfektion 
erf orderliche Komponenten; 

b) ein Plasmid, enthaltend die fur das 

f luoreszierende Markerprotein kodierende Sequenz; 

c) einen Leervektor fur die Inserierung der 
interessierenden DNA Sequenz sowie fur 
Kontrollmessungen; 

d) die Primarfixierlosung f z.B. Paraf ormaldehyd- 
Losung; 
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e) die Nachf ixier/Permeabilisierungslosung, z.B. 
70 % Ethanol; 

f) Waschlosung (en) ; 

g) einen DNA-bindenden Farbstoff. 

Vorzugsweise enthalt der Kit als 

Transf ektionskomponenten Polyethylenimin und . 

Psoralen/UV- inaktiviertes Adenovirus. 

Beispiel 1 

Fur dieses Beispiel wurden etablierte Tumorzellinien 
(/3TC und /3HC) verwendet, die von )3-Zell-Tumoren (15) 
transgener Mause stammen, in denen die regulatorische 
Region des Insulin-Gens (Rip) die Expression des grollen 
T-Antigens von Simianvirus 40 (Tag) in den ^S-Zellen 
pankreatischer Inseln spezifisch induziert (16) , 

Ca. 80.000 Zellen wurden in eine Vertiefung von. 6 cm 
einer Kulturschale mit 6 Vertiefungen gesat und in 
DMEM, erganzt mit 10 % FCS (v/v) , 2 mM Glutamin, 
100 internationalen Einheiten . Penicillin und 100 pg/ml 
Streptomycin, bis zu einer Konfluenz von 70 % 
gezuchtet. Die Zellen wurden mit 1 pg eines Plasmids, 
kodierend fur eGFP („enhanced GFP XA ; pEGFP-Cl; Clontech) 
zusammen mit 1 ]ig eines Kontrollplasmids (pMEX; (22) ), 
eines pCMV-Plasmids, enthaltend das pro-apoptotische 
Adenovirus-Gen E1A oder eines pCMV-Plasmids, enthaltend 
das anti-apoptotische Adenovirus-Gen E1B-19K (17, 18) 
unter Verwendung von 10 pi Lipofect AMINE (GIBCO-BRL) 
nach Empfehlung des Herstellers transf iziert . Nach der 
Transf ektion wurden die Zellen 16 h in komplettem 
Medium ruhen ge las sen, anschlieftend wurden die Zellen 
entweder unbehandelt gelassen oder mit einem 
apoptotischen Stimulus (800 ng/ml Staurosporin; Sigma) 



(19, 20) wahrend weiterer 16 h behandelt. 32 h nach der 
Transf ektion wurden die abgelosten Zellen mit 
trypsinierten, adherenten Zellen vereinigt, zweimal mit 
4 ml PBS gewaschen und bei Raumtemperatur wahrend 
30 min fixiert (2 % Paraf ormaldehyd, 100 mM NaCl, 
300 mM Saccharose, 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA 
. (Ethylenglykol-bis- (2-aminoethyl ) -tetraessigsaure) , 
10 mM PIPES (piperazine-NiN 1 -bis [z-ethane sulfonic 
acid]) pH 6.8). Dann wurde zweimal mit 4 ml PBS 
gewaschen und 14 h lang in eiskaltem 70 % EtOH 
nachf ixiert . 

Nach der Fixierung wurden die Zellen zweimal mit 4 ml 
PBS gewaschen und geteilt. Eine Halfte der Probe wurde 
mit RNase A (Sigma, St. Louis, USA) (50 pg/ml) in PBS 
wahrend 30 min behandelt, zweimal mit 4 ml PBS 
gewaschen und 30 min vor der FACS-Analyse mit 
Propidiumjodid in PBS (PI; 50 pg/ml; Sigma, St. Louis, 
USA) gefarbt. Die andere Halfte der Probe wurde mit 
50 pi TdT-Reaktionsmischung (terminale 
Desoxynukleotidyltransf erase; Boehringer Mannheim; 
200 mM Kaliumkakodylat, 25 mM Tris-HCl pH 6.6, 
0.25 mg/ml Rinderserumalbumin, 1 mM C0CI2; 0.25 nmol 
FluoroLink Cy5AP3-dCTP [Amersham] , 12.5 Einheiten TdT) 
1 h lang bei 37 °C inkubiert, zweimal mit 4 ml PBS 
gewaschen, mit RNase in PBS (50 pg/ml) wahrend 30 min 
behandelt, zweimal mit 4 ml HBS gewaschen (ab diesem 
Schritt wurde statt PBS HBS verwendet, weil DAPI in PBS 
dazu neigt, Mikroprazipitate zu verursachen) , mit DAPI 
in HBS (10 pg/ml; Sigma) wahrend 20 min gefarbt und auf 
einem Becton Dickinson FACS Vantage Gerat analysiert. 
Die FACS Analyse der Pl-gefarbten Zellen wurde mit 
einem Becton Dickinson FACScan Gerat durchgef iihrt , das 
mit einem sog. "doublet discrimination module" 
ausgestattet ist, mit dem Zellaggregate mittels 
Berechnung der Pulsweite und Pulsweite diskriminiert 
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werden. Das Ergebnis der Versuche ist in Fig. 1 
dargestellt. Fig, 1A zeigt die Anzahl der apoptotischen 
/3HC 13T Tumorzellen (% Apoptose) in der gesamten 
eGFP-positiven Zellpopulation . Die schwarzen Balken 
zeigen die Bestimmung des sub-2N DNA Gehalts (GFP/PI); 
die weifien Balken den Einbau von f luoreszentem 
Cy5AP3-dCTP wahrend der TdT-Reaktion (GFP/TUNEL) . Die 
Zugabe von Staurosporin ist angegeben. Es wurde eine 
Anregungswellenlange von 488 nm fur eGFP und PI f eine 
Anregungswellenlange von 647 nm fur Cy5 und UV eines 
Wellenlangenbereichs von 51 - 364 nm fur DAPI 
verwendet. Die Emissionsf luoreszenz wurde unter 
Verwendung eines 530/20 nm Schmalbandf ilters fur eGFP, 
eines 610 nm Sperrfilters fur PI, eines 675/20 nm 
Schmalbandf ilters fur Cy5 und eines 

424/44 Schmalbandf ilters fur DAPI gesammelt. Dupletten 
wurden mittels gepulster Prozessierung ausgeschlossen. 
eGFP-exprimierende Zellen wurden aus'gewahlt und auf 
Cy5- oder PI-Fluoreszenz analysiert. Die Daten wurden 
unter Verwendung der CELLQuest-Sof tware (Becton 
Dickinson) analysiert. Jeder Balken stellt den 
Durchschnitt von 3 Transf ektionen dar, 

Standardabweichungen sind duch Fehlerbalken angezeigt. 
Jede Messung umfafite 40.000 Gesamtereignisse, 
ausgewahlt nach Grolie und Einzelzellen. Die 
Transf ektionsef f izienz betrug 20-30 %. 

Fig. IB zeigt den normalisierten Prozentsatz der 
Apoptose fur die verschiedenen Konstrukte. 
Apoptoseindex wurde unter Verwendung folgender Funktion 
normalisiert : (% Apoptose in X/% Apoptose in 
eGFP-Cl/ElA) x 100. Der apoptotische Index wurde fur 
jede der verwendeten Nachweismethoden und fur jede 
Nach-Transf ektionsbehandlung ( + /- Staurosporin) 
normalisiert. 



Beispiel 2 



In diesem Beispiel wurde einer nicht-transf ormierte 
Ratten-Fibroblasten-Zellinie der Bezeichnung RatlA 
verwendet. Die Zellen wurden transient transf iziert, 
wobei entweder, wie in Beispiel 1 beschrieben, 
Lipofect AMINE oder Polyethylenimin (PEI 2000) -DNA- 
Adenovirus-Komplexe (WO 93/0783) verwendet wurden, Im 
ubrigen wurde hinsichtlich Behandlung der Zellen und 
Bestimmung der Apoptose mittels erf indungsgemaftem 
Verfahren einerseits und TUNEL-Methode andererseits 
genauso vorgegangen, wie in Beispiel 1 beschrieben. Der 
Vergleich der verschiedenen Transf ektionsmethoden und 
Apoptose-Mefcmethoden ist in der Tabelle dargestellt. 
Jeder Wert stellt den Durchschnitt von 3 Transf ektionen 
dar; die Standardabweichung ist angegeben (s.d.). 
Die Effizienz bei der Transf ektionsmethoden betrug 
25-30 %. 

Beispiel 3 

In diesem Beispiel wurden Wildtyp-p-Tumor zellen (15) 
verwendet . Das verwendete dominant-negative IGF-1 
Rezeptorkonstrukt , das unter der Kontrolle des 
CMV-Promotors steht und in dem das Codon 1003 in der 
ATP-Bindungsstelle von Lysin zu Alanin mutiert ist, 
wurde von (28) beschrieben. Wie in den vorigen 
Beispielen beschrieben, wurden Wildtyp-p-Tumorzellen 
bei einer Dichte von 80.000 Zellen in Triplikaten in 
Kulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgesat. 24 h spater 
wurden die Zellen co-transf iziert mit pEGFP-Cl und 
einem Kontrollplasmid (Fig. 2: pMEX/ctr) oder mit 
pEGFP-Cl und einem Expressionsplasmid, kodierend 
entweder fur Adenovirus— E1A (Fig. 2: E1A) , Adenovirus- 




E1B-19K (Fig. 2: E1B-19K) Oder den dominant-negativen 
IGF-1R. 36 h nach der Transf ektion wurde Daunomycin 
(Fig. 2: schraffierte Balken) oder Etoposid (Fig. 2: 
weifie Balken) zum Kulturmedium in einer Konzentration 
von 1 yiM bzw. 10 ]iM gegeben. Transf izierte, aber 
unbehandelte Zellen werden in Fig. 2 durch schwarze 
Balken dargestellt. 12 h nach Daunomycin- bzw. 
Etoposid-Behandlung wurden die Zellen geerntet, fixiert 
und mit Propidiumjodid behandelt, wie in den vorigen 
Beispielen beschrieben. Die Bestimmung der 
apoptotischen Zellen wurde ebenfalls nach den oben 
beschriebenen Methoden durchgef uhrt . Fur jede Messung 
wurden 40.000 Ereignisse gesammelt; die 
Transf ektionsef f izienz betrug 25-30 %. Die 
Standardabweichung ist durch Fehlerbalken angezeigt. 



Tabelle 



Trans f i- 

ziertes 

Konstrukt 


LipofectAMINE 




Propidium Jodid 


TUNEL 




% Apoptose 
(s.d.) 


% Apoptose 
normalisiert 


% Apoptose 
(s.d.) 


% Apoptose 
normalisiert 


pMEX (Ctr) 


3.3 (0.7) 


68.8 


6.5 (0.6) 


71.4 


PE1B-19K 


1.4 (0.3) 


29.2 


2.2 (0.5) 


24.2 


pElA 


4.8 (0.4) 


100 


9.1 (2.6) 


100 




PEI / Adeno 


pMEX (Ctr) 


1.2 (0.2) 


52.2 


7.5 (0.3) 


52.1 


PE1B-19K 


0.7 (0.1) 


30.4 


5.2 (0.8) 


36.1 


pElA 


2.3 (0.6) 


100 


14.4 
(2.7) 


100 
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Patent anspriiche 



1) Verfahren zur Messung von Apoptose, dadurch 
gekennzeichnet , dali man 

A) eine Population von Saugetierzellen transient 
transf iziert 

ai) mit einem Plasmid, enthaltend eine interessierende 
DNA-Sequenz, von der bestirnmt werden soil, ob sie 
bzw. das davon exprimierte Polypeptid eine pro- 
oder anti-apoptotische Wirkung hat, 

,aii) oder mit einem Plasmid, enthaltend eine 

interessierende DNA-Sequenz, von der bestirnmt 
werden soli, ob bzw. durch welche Substanzen ihre 
pro- oder anti-apoptotische Wirkung bzw, die 
Wirkung des davon exprimierten Polypeptids 
modulierbar ist, 

b) und mit einem Plasmid, enthaltend eine fur ein 
f luoreszierendes Markerprotein kodierende DNA, 

B) die Zellen in einem geeigneten Nahrmedium solange 
inkubiert, bis die interessierende DNA-Sequenz 
bzw. das exprimierte Polypeptid seine potentielle 
Wirkung auf die Apoptose ausgeubt hat, 

C) die Zellen erntet und fixiert, so daB das 

f luoreszierende Protein in den Zellen verbleibt, 
wahrend die bei der Apoptose entstehenden DNA- 
Fragmente aus den Zellen diffundieren konnen, 
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D) mittels Messung des DNA-Gehalts den Anteil der 
apoptotischen Zellen bestimmt, 

E) mittels Messung der Zellen mit f luoreszierenden 
Markerprotein den Anteil der transf izierten Zellen 
bestimmt, 

F) . und durch Vergleich der in Schritt D und E 

erhaltenen Werte den Anteil der apoptischen Zellen 
in der transf izierten Subpopulation der Zellen 
bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafi man die Transfektion der Zellen mit 
Polyethylenimin und inaktiviertem Adenovirus 
durchfiihrt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das in A b) definierte f luoreszierende 
Polypeptid das Green Fluorescent Protein ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi man den DNA-Gehalt mit einem DNA-bindenden 
Farbstoff mifit. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Farbstoff Propidiumjodid ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dafi man die Inkubation 
gernafi Schritt B) in Gegenwart einer Testsubstanz 
vornimmt. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , dafi man die Inkubation 
gemSfi Schritt B) in Gegenwart einer Substanz 
vornimmt, die Apoptose stimuliert. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Primarf ixierung in 
Schritt C mit Paraf ormaldehyd und die 
Sekundarf ixierung/Permeabilisierung der Zellen mit 
Ethanol vorgenommen wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dali die in Schritt D und E 
definierten Messungen in einem Schritt mittels 
f lucres zenzaktivierter Durchf lufizytometrie-Analyse 
durchgefuhrt werden. 

Kit zur Durchf uhrung des Verf ahrens nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi er in 
mehreren getrennten Behaltern folgende Komponenten 
enthalt : 

eine oder mehrere fur die Transfektion 
erf order liche Komponenten; 

ein Plasmid, enthaltend die fur das 

f luoreszierende Markerprotein kodierende Sequenz; 

einen Leervektor fur die Inserierung der 
interessierenden DNA-Sequenz sowie fUr 
Kontrollmessungen; 

die Primarf ixierlosung; 

die Sekundarf ixier/Permeabilisierungslosung; 
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f ) Waschlosung (en) ; 

g) einen DNA-bindenden Farbstoff. 

11. Kit nach Anspruch 10, enthaltend als Komponente a) 
Polyethylenimin und Psoralen/UV-inaktiviertes 
Adenovirus. 

12. Kit nach Anspruch 10, enthaltend als Komponente b) 
ein fur Green Fluorescent Protein kodierendes 
Plasmid. 

13. Kit nach Anspruch 10, enthaltend als 
Komponenten d) eine ca. 2%ige 

Paraf ormaldehydlosung und als Komponente e) ca. 
7 0 % Ethanol. 

14. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 zum 
Identif izieren von Substanzen, welche die pro- 
oder anti-apoptotische Wirkung von Genen oder 
Genprodukten modulieren. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 zum Identif izieren von 
therapeutisch wirksamen Substanzen, die eine 
synergist ische Wirkung mit der Inhibierung bzw. 
dem Fehlen der Oberlebensf aktorf unktion von 
Tumorzellen aufweisen, dadurch gekennzeichnet , dali 
die Zellen Tumorzellen sind, dali die DNA-Sequenz 
gemali aii) eine dominant-negative Version eines 
Rezeptors fur einen tumorzelleigenen 
Oberlebensf aktor oder eines 

Signaliibertragungsmolekuls eines solchen Rezeptors 
ist und dafi die Zellen in Gegenwart der 
Testsubstanz inkubiert werden. 
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16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch 

gekennzeichnet, daft die DNA-Sequenz gemafi aii) 
eine dominant-negative Version des IGF-l-Rezeptors 
ist . 



17. Verwendung nach Anspruch 15 , dadurch 
gekennzeichnet, daft die DNA-Sequenz gem£ft aii) 
eine dominant-negative Version eines FGF-Rezeptors 
ist . 

18. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch 
gekennzeichnet, daft die DNA-Sequenz gemafi aii) 
eine dominant-negative Version eines 
PDGF-Rezeptors ist . 
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Zusammenf assung 



Verfahren zur raschen und einfachen Messung der 
Apoptose. Saugetierzellen werden co-transf iziert mit 
einem Plasmid, das fur ein f luoreszierendes Protein 
kodiert, und mit einem Plasmid, das ein 

interessierendes Gen tragt. Nach Inkubation und milder 
Fixierung wird die Apoptose gemessen, indem mittels 
DNA-bindendem Farbstoff der DNA-Gehalt der Zellen sowie 
mittels Durchf lulizytometrie der Anteil der 
transf izierten Zellen bestimmt wird. Das Verfahren kann 
verwendet werden, urn Substanzen zu identif izieren, die 
die pro- oder antiapoptotische Wirkung von Genen oder 
Genprodukten modulieren. 
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Fig. 1 A 
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Fig. 1 B 
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